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 【論文題名】 
Identification and characterization of a metastatic suppressor BRMS1L as a target 
gene of p53 
p53の新規標的遺伝子としての BRMS1L の同定と機能解析 
 
  【研究目的】 





cancer metastasis suppressor 1 like、BRMS1-like（BRMS1L）を同定した。これまで、
BRMS1L が in vitro、in vivo において乳癌細胞の遊走と浸潤を抑制し、さらに転移能を制










p53 ファミリーの遺伝子導入にはヒト p53 (Ad-p53)、p73β (Ad-p73β)、p63γ (Ad-p63




10μg の細胞タンパクを SDS/PAGE ゲルで電気泳動後、PVDF 膜に転写した。目的のタ
ンパクに対する一次抗体、および HRP 標識二次抗体で反応後、ECL 試薬にてタンパク発
現を観察した。 
 
3) リアルタイム RT-PCR 
SuperScriptⅢ逆転写酵素（Invitrogen）を用いて、5μg の全 RNA から cDNA を合成し
た。TaqMan Gene Expression Assayおよび TaqMan Fast Advanced Master Mix を用い、
GAPDH をコントロールとしたΔΔCt 法で遺伝子発現量を定量的に解析した。 
 
4) クロマチン免疫沈降（ChIP） 
Chromatin immunoprecipitation assay kit（Upstate）を用いて、BRMS1L 遺伝子近傍





















1) BRMS1L は p53 ファミリーにより転写が活性化され発現が上昇する 
種々のがん細胞株において、p53 ファミリーをアデノウイルスベクターにより強制発現
させることで、BRMS1L の RNA レベル、およびタンパクレベルでの発現上昇を観察した。
また U373 を用いて免疫蛍光染色を行ったところ、p53 の導入により BRMS1L 発現上昇
が認められた。次に内因性の p53 による BRMS1L の発現変化を調べるために、アドリア
マイシン、または Nutlin-3a（MDM2 阻害による野生型 p53 活性化剤）を SH-SY5Y、A172、
ZR75-1、U373、Saos2 に作用させたところ、野生型 p53 依存的に BRMS1L の mRNA・
タンパク発現上昇が認められた。大腸癌細胞株 HCT116（p53 野生型、p53 欠失型）でも
同様の結果が得られた。クロマチン免疫沈降により、BRMS1L 遺伝子近傍に p53 ファミ
リータンパクと結合するコンセンサス配列を2カ所同定し、RE1-BRMS1L（上流3241bp）、
RE2-BRMS1L（イントロン 1 内）と命名した。RE2-BRMS1L はほ乳類間で保存され、マ
ウス細胞においても p53 による Brms1l の発現誘導が認められたことから、生物学的な重
要性が示唆された。これらの配列が p53 ファミリー依存的な転写活性に重要かどうかを調
べるためにレポーターアッセイを行ったところ、p53 ファミリーによる活性の上昇が認め
られた。以上より、p53 ファミリーが RE1-BRMS1L と RE2-BRMS1L に結合し、BRMS1L
の転写活性を上昇させることが明らかとなった。 
 
2) BRMS1L は癌細胞の浸潤・遊走能を抑制する 
BRMS1L 発現レベルが比較的高い A549 と SNU1 について、RNA 干渉により BRMS1L




3) BRMS1L をノックダウンすることで、p53 による標的遺伝子の転写制御が減弱化する 
 p53 を過剰発現させた Saos2 において免疫沈降を行ったところ、p53 と BRMS1L のタ
ンパク間相互作用が認められた。BRMS1L のノックダウンは、p53 による p21 の発現誘
導、および survivin の発現抑制活性を mRNA・タンパクレベルで減弱させた。さらに
BRMS1L ノックダウンは、p53 のアポトーシス誘導活性、および p21 遺伝子上の結合配
列への応答性を抑制した。BRMS1L が核内で遺伝子発現を制御しているという報告があ












本論文では、BRMS1L が p53 の新規標的遺伝子であり、主に細胞浸潤と遊走抑制に関
与していることを示した。まず癌細胞株を用いてアデノウイルスによる外因性のp53発現、
そしてアドリアマイシン、Nutlin-3a による内因性の p53 発現により BRMS1L の発現が
誘導されることを明らかにした。遺伝子近傍の p53 応答配列を検索したところ 2 カ所でこ
れを見出し、in silico の解析でほ乳類間での保存が認められた。実際マウス細胞を用いた
解析で、ヒト癌細胞同様に p53 標的遺伝子として発現が誘導されることを確認した。 
BRMS1L はこれまで乳癌において in vitro と in vivo での浸潤遊走、転移抑制能が示さ
れている遺伝子である。今回、クロマチン免疫沈降とレポーターアッセイにより、BRMS1L
近傍に2つのp53結合配列を同定し、p53の転写標的遺伝子であることを示した。BRMS1L
は co-repressor complex である mSin3/HDAC1 の構成因子として同定されその機能解析
が進められてきた。もともと BRMS1L は、転移抑制遺伝子として解析が進んでいる
BRMS1、mSds3 とファミリーを形成している。これらファミリー間の差異については不
明な点が多いが、p53 経路とつながったことで、今後 p53 による癌細胞の浸潤・遊走抑制
におけるメカニズムと合わせて解明が進むものと考える。興味深いこととして、われわれ
は p53 の標的遺伝子制御において、BRMS1L がその作用を補強する可能性を示した。こ
れまでに BRMS1L が癌進展を抑制するメカニズムとして、HDAC1 を介して Wnt 受容体
である FZD10 の発現を抑制することで、Wnt 経路を抑制し、結果的に転移を抑制すると
いうことが示されている。これまで p53 により下方制御される遺伝子において、その機序
に、p53 を含む転写複合体にリクルートされる cofactor として HDAC が関与していると
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論文題名 
Identification and characterization of a metastatic suppressor BRMS1L as a p53 
target 
「p53 の新規標的遺伝子としての BRMS1Lの同定と機能解析」 
結果の要旨 
 
本研究では代表的な癌抑制遺伝子である p53 の新規標的遺伝子として Breast cancer 
metastasis suppressor 1-like (BRMS1L) を同定し、転写制御機構およびその機能解析と
して癌細胞における浸潤能に与える影響を検討した。BRMS1Lは外因性、内在性の p53
発現上昇に伴いともに発現が誘導され、BRMS1L遺伝子内における p53 結合配列の検
索により 2 か所これを同定し、クロマチン免疫沈降とレポーターアッセイにより p53
により直接制御される遺伝子であることを示した。機能解析においては、BRMS1Lが
癌細胞の浸潤抑制作用を示すことを示し、また、免疫沈降と発現解析により p53の標
的遺伝子の発現が BRMS1L の発現により調節されることを示した。さらに、乳癌と
脳腫瘍において、正常組織と比較し癌組織での BRMS1L発現が有意に低下しており、
癌患者において BRMS1L低発現群で有意に生存率が低下していることから、BRMS1L
はこれらの癌種において予後不良因子と考えられた。以上の研究成果は、p53 の新し
い腫瘍抑制経路の発見として価値があり、審査委員全員から本研究者は博士（医学）
の学位を得るに値するとの評価を得た。 
 
